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Fおよび Alを添加した培地で hDPC-Dを培養した MTT試験では Al単独（PRG セ
メント抽出液または GI抽出液相当の濃度）では細胞密度に影響を与えなかった
が，F 単独（PRG セメント抽出液または GI 抽出液を相当の濃度）では細胞密度






















本研究に供した試料は，PRG セメント，Dycal®（DY），Fuji Ionomer Type Ⅱ
®(GI) の計 3 種類を用いた。各試料を所定の粉液比で硬化させ，液体培地中で
24 時間静置し，上清を抽出液とした。各抽出液が乳歯歯髄由来細胞（hDPC-D）





相当濃度の Fと Alが単独または共存する培地を作製し，MTT試験と ALP活性試
験を行っており、これらの研究手法は妥当であると判断した。 
その結果, MTT 試験は PRG で hDPC-D 細胞の増殖が認められた。ALP 活性試験
において, PRGはコントロールと比較して活性上昇が認められ，免疫染色におい










芽細胞様分化誘導を MTT 試験と ALP 活性試験から確認し，これらの作用は F と
Al が関与する可能性を明確に示したことは新しい知見として評価でき、トラン
スレーショナルリサーチを目指した研究として極めて意義が高い。 
さらに, 本研究は乳歯歯髄に対する S-PRG の覆髄材としての有効性を示した論
理的研究として評価に値することから, 本審査委員会は申請者が博士（歯学）
の学位に十分値するものと認めた。 
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Dulbecco Modified Eagle's Medium (DMEM)（Gibco, NY, USA）培地に 10 ％ウ
シ胎児血清 (Gibco，NY, USA)，0.25 mMアスコルビン酸（Wako, Osaka, Japan），
3 ％ Penicillin-Streptomycin（Gibco, NY, USA）を添加したものを用いた。
クリーンベンチ内で抜去歯より滅菌したクレンザーを用いて歯髄を採取した。








 試料は，S-PRGフィラー含有セメント（PRGセメント）(Shofu, Kyoto, Japan)，
Dycal®（DY）(Dentsply-sankin, Tokyo, Japan)，Fuji Ionomer Type Ⅱ®（GI）
（GC, Tokyo, Japan）の計 3 種類を用いた。各々添付文書に従った粉液比で混
和し，硬化させ，37 ℃，5 ％CO2下で硬化体を液体培地に 24時間浸漬した。そ









 hDPC-Dの細胞密度の評価は 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide Assay（MTT assay）（Cayman，MI, USA）を添付
文書に従い行った。hDPC-Dは 96well Plateへ 5.8×103 cells / wellの細胞密
度で播種した。 
1) 播種 1日後に各試料の抽出液を異なる濃度（0.5, 1, 5, 10, 25, 50mg/ml）
で添加した血清培地へと交換，その後 5日間培養し，培養 6日目に細胞増
殖を評価した。 
2) 播種 7日後に各試料の抽出液を異なる濃度（0.5, 1, 5, 10, 25, 50mg/ml）
で添加した血清培地へと交換，その後 4日間培養し，培養 11日後に細胞密
増殖を評価した。 
測定時，PBSで培養皿を 2回洗浄し，各 wellへ 10 µlの MTTを加え，37 ℃，
5 ％CO2下で 4時間培養した。その後，Crystal Dissolve Solutionを各 wellへ







   96well Plateに 5.8×103 cells / wellの細胞密度で播種した hDPC-Dを，7
日間培養後，培地に各抽出液（濃度 10 mg/ml）を添加した。その後 3 日間培養
し，培養 10日目に PBSで wellを洗浄し，LabAssayTM ALP（Wako, Osaka, Japan）
を用いて 405 nmの波長で吸光度を測定した。また，各 wellの細胞を，PBSで 2
回洗浄し，Trypsinを用いて回収，細胞数を血球計算盤で計測した。pH 9.8，37 ℃




直径 35 mm の培養皿に 5.8×103 cells / well の細胞密度で播種した hDPC-D
を 7日間培養後，培地に各抽出液（濃度 10 mg/ml）を添加し，その後 3日間培
養した。培養 10日目に培地を除去した後，PBSで洗浄し，70 % エタノールを用
いて室温で 30 分間固定した。blocking buffer (Odyssey Blocking Buffer, 
LI-COR, NE, USA) と 1.5 % bovine serum albumin を混和したものを用いて，
30分ブロッキングを行った。一次抗体として，抗ALP抗体 (SC-23430; Santa Cruz 
Technology, CA, USA; 1:100 dilution),を培養皿に加え室温で 2時間反応させ，
PBSで洗浄した。二次抗体として，goat-polyclonal anti-rabbit immunoglobulin 
G-Alexa 647 conjugate (invitorogen, CA, USA) を用いて室温で 1時間反応さ
せた。さらに，対比染色のために DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, 
Dihydrochloride) (invitrogen, MA, USA) を用いた。染色された細胞を可視化








置（ICP-AES, ICPS-8000, Shimadzu, Kyoto, Japan）を用いてナトリウムイオ
ン（Na），ホウ酸イオン（BO3）,アルミニウムイオン（Al），ケイ酸イオン（SiO3），
ストロンチウムイオン（Sr） ，亜鉛イオン（Zn）について測定を行った。フッ
素イオン（F）は，各抽出液に TISAB IIを加え，フッ素イオン電極(ORION pH / 
ISE Meter, Thermo Scientific, MA, USA)を用いて測定した。 
 
7. Fおよび Al添加培地の作製 
hDPC-Dに及ぼす Fと Alの細胞生物学的効果を検討するため，以下のように 6
種類の添加培地を作製した。Fとして，sodium fluoride solution (Fluka, MO, 
USA)，Alとして aluminum chloride solution (Sigma, MO, USA) を液体培地へ
加えて，PRGセメント抽出液ならびに GI抽出液相当の濃度に調整した。 
1) PRGセメント抽出液相当濃度の F 
2) PRGセメント抽出液相当濃度の Al 
3) PRGセメント抽出液相当濃度の Fと Alが共存 
4) GI抽出液相当濃度の F 
5) GI抽出液相当濃度の Al 







8. Fおよび Al添加培地培地下での細胞増殖 
hDPC-Dを 96well Plateへ 5.8×103 cells / wellの細胞密度で播種し，播種
1日後に Fおよび Al 添加培地に交換し，その後 10日間培養を行った。培養 11
日後に細胞層を PBSで培養皿を 2回洗浄し，各 wellへ 10 µlの MTT試薬を加え，
37 ℃，5 ％CO2下で 4時間培養した。その後，Crystal Dissolve Solutionを各
wellへ 100 µlを加え，分光光度計（iMark Microplate Reader, BIO-RAD, CA, USA）
を用いて 570 nmの波長で吸光度を測定した。 
 
9. Fおよび Al添加培地培地下での ALP活性試験 
96well Plate に 5.8×103 cells / well の細胞密度で播種した hDPC-D を，7
日間培養後，Fおよび Al添加培地に交換し，その後 1日間培養した。培養 8日
後に PBSで wellを洗浄し，LabAssayTM ALP（Wako, Osaka, Japan）を用いて 405 
nmの波長で吸光度を計測した。また，各 wellの細胞を，PBSで 2回洗浄し，Trypsin
を用いて回収，細胞数を血球計算版で計測した。pH 9.8，37 ℃で 1分間に 1 nmol







全てのデータの統計処理には，IBM SPSS® Statistics Desktop Version 20.0 
(IBM, Armonk, NY, USA)を用い， one-way analysis of variance and Dunnet post 























1. 各抽出液が hDPC-Dの細胞密度に与える効果 
PRGセメント抽出液，DY抽出液，GI抽出液が hDPC-Dの細胞密度に与える効果
を評価するために，0.5，1，5，10，25，50 mg / ml（試料の重さ（mg）/液体
培地（ml））の濃度で抽出液を添加した。培養 6日後（播種 1日後に各抽出液に
交換，その後 5 日間培養）では，PRG セメント抽出液において 5 mg / ml また
は 10  mg / ml の濃度で，hDPC-D の細胞増殖（P < 0.05）を認めたが, 同じ濃
度の DY抽出液，GI抽出液では hDPC-D の細胞増殖に有意差は認められなかった。
抽出液の濃度が50 mg / mlになると，PRG セメント抽出液とDY抽出液ではhDPC-D 
の細胞増殖抑制（P < 0.05）を認めたが，GI 抽出液は実験に用いたいずれの濃
度においても hDPC-D の細胞密度に影響を与えなかった（図 1）。培養 11日後（播
種 7日後に各抽出液に交換，その後 4日間培養）において，DY抽出液と GI抽出
液添加群では 50 mg / mlの濃度で，細胞増殖抑制を認めた（P < 0.05）が，PRG 
セメント抽出液は hDPC-D の細胞増殖に影響を与えなかった（図 2）。各抽出液











 PRG セメント抽出液存在下で培養して hDPC-D では，ALP の発現の増加と細胞





Fは，PRG セメント抽出液と GI抽出液で検出された。 
PRG セメント抽出液では，Na，BO3，Al，SiO3，Sr，Fが高い濃度で認められた（図
5A, B, C, D, E, G）。特に，BO3は PRG セメント抽出液のみ（図 5B），また Zn
は DY抽出液のみで検出された（図 5F）。 
 
5. 添加培地下での細胞密度 
F 単独（PRG セメント抽出液または GI 抽出液相当の濃度）を添加した培地で




められた（P < 0.05）。しかし，GI抽出液相当の濃度で Fと Alが共存する場合





6. 添加培地下での ALP活性 
F単独または Al単独（PRG セメント抽出液または GI抽出液相当の濃度）で添
加した場合，コントロールと比較して ALP 活性に有意な差は認められず，GI 抽
出液相当の濃度で Fと Alが共存した場合においてもコントロールと比較して有
意な差は認められなかった（図 7B）。しかし，PRG セメント抽出液相当の濃度で
F と Al が共存した場合ではコントロールと比較して，ALP 活性の上昇（コント




















本研究においても同様の結果が得られた（図 5）。PRG セメント抽出液は Znを除
く 6種類のイオンにおいて高い濃度を示した。したがって F，Na，BO3，Al，SiO3，
Srを放出する能力は DYや GIよりもはるかに優れていることが示された。 
特に，Fは歯科において齲蝕予防に広く用いられ 39)，また骨粗鬆症の治療薬とし








各材料の抽出液を添加して hDPC-D を培養した実験において，6 日間の培養で
は，DY抽出液濃度が 25 mg / mlまたは 50 mg / mlの濃度では，細胞増殖の抑
制が認められ，傾向は 10 mg / ml以上の濃度で認められた。これは，DYの強ア
ルカリ性という特性によるものと考えられた。一方，PRG セメント抽出液は 5 mg 








率を維持した（図 2）。さらに，F（PRG セメント抽出液または GI 抽出液相当の
濃度）を添加した場合ではわずかな細胞増殖を認めたが，PRG セメント抽出液
相当の濃度の F と Al が共存した場合においては hDPC-D の細胞増殖をコントロ
ールと比較して約 150%促進させた（図 6）。Fによる歯髄細胞の増殖促進効果 25,26)
が報告されているように，F が単独で存在する場合においても hDPC-D の増殖促



















されている 42)。PRG セメント抽出液存在下で培養した hDPC-Dでは，1細胞あた




た hDPC-Dでは ALPのタンパク発現の増加が認められた（図 4）。PRGセメント抽
出液は hDPC-Dの ALPタンパクの発現を高めることにより，象牙質新生誘導能を




昇させるには至適濃度があり，PRG セメント抽出液相当濃度の Fと Alが ALP活
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図 1  
hDPC-Dの細胞増殖の評価（播種 1日後に各抽出液に交換，その後 5日間培養） 
n=3，* P < 0.05（コントロール（0 mg /ml）との比較） 
PRG セメント抽出液において抽出液の濃度が 5 mg/mlまたは 10mg/ml の濃度で，
hDPC-D の細胞増殖を認め，抽出液の濃度が 50mg/mlになると，細胞増殖抑制を
認めた。DY抽出液では抽出液の濃度が 50mg/mlになると，hDPC-D の細胞増殖抑
制を認めたが，GI 抽出液は実験に用いたいずれの濃度においても hDPC-D の細
胞密度に影響を与えなかった 
 
図 2   
hDPC-Dの細胞密度（播種 7日後に各抽出液に交換，その後 4日間培養） 
n=3，* P < 0.05（コントロール（0 mg /ml）との比較） 
DY抽出液と GI抽出液では抽出液濃度が 50mg/mlの濃度で，細胞増殖抑制を認め
たが，PRG セメント抽出液はいずれの濃度においても hDPC-D の細胞増殖に影響
を与えなかった 
図 3   
各抽出液下で培養した hDPC-D の ALP 活性（播種 7 日後に各抽出液に交換，
その後 3日間培養） 







図 4   
ALPに対する免疫染色像（播種 7日後に各抽出液に交換，その後 3日間培養） 
PRG セメント抽出液存在下で培養して hDPC-D では，ALP の発現の増加と細胞外
マトッリクス内の ALPの染色像が観察された。 
 
図 5   
各抽出液のイオン濃度 
A) Na  
B) BO3  
C) Al 
D) SiO3  
E) Sr  
F) Zn  
G) F 
 （n=3，** P < 0.01） 
ND: Not Detected 
PRG セメント抽出液では，Na，BO3，Al，SiO3，Sr，F が高い濃度で認められた。






図 6   
Fおよび Alを添加した培地での hDPC-Dの細胞密度（播種 1日後に各抽出液に
交換，その後 10日間培養） 
n=3，* P < 0.05 
F 単独（PRG セメント抽出液または GI 抽出液相当の濃度）を添加した培地で




図 7   
Fおよび Alを添加した培地での hDPC-Dの ALP活性（播種 7日後に各抽出液
に交換，その後 1日間培養） 
n=3，** P < 0.01 
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